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(mammalian	target	of	rapamycin)	キナーゼを中心とする TORC1 複合体である 31)。

































































イを用いて 125 日間の飢餓試験を行った 62)。脂肪,	タンパク質の減少が著しく体重






















市販配合餌料	(林兼産業株式会社マリン 3号)	を給餌し,	体重約 30	g になるまで 2
ヶ月間飼育した。	
飼育方法	
	 対照区（給餌区）および飢餓試験区を設定し,	平均体重 24.0	±	5.1	g の魚を屋
内の1	トン水槽に収容し,	流水で 8月 4日から試験を開始し,	8月 18日まで飼育し
た。対照区はそれぞれ平均体重 24.0	±	5.1	g の 1	%の餌を,	午前 9 時と午後 9 時
の２回,	計 2	%を毎日給餌した。飢餓試験開始時に 10 尾を採取した。試験に使用し





	 タンパク質抽出	 凍結保存	(-50	℃)	した普通筋約 0.1	g を秤量し,	1.5	mL チュ
ーブに入れた。採取した普通筋の 3 倍量の超純水を加えてホモジナイザーペッセル




した。遠心機を用いて 10000	g×30 分間遠心分離を行った。この行程を計 2 回行っ
た。その後,	沈殿に採取した量の 5 倍量の 2	%w/v 炭酸ナトリウム/0.1	M 水酸化ナ
トリウム水溶液	(C 液)	を加えて沈殿を溶かし,	その後,	さらに C 液で 100 倍に希
釈した。これを塩溶性タンパク質抽出液として分析に用いた。	
	タンパク質定量	 試験管に各タンパク質抽出液 0.2	mL を測りとり,	これに 2	%w/v
酒石酸ナトリウム水溶液	(A 液),	1	%w/v 硫酸銅水溶液	(B 液),	C 液をそれぞれ
1:1:100 で混合した試薬	(アルカリ銅液)	2	mL を加えてよく混ぜ,	室温で 30 分間静
 15 
置した。その後,	超純水で 2 倍に希釈したフェノール試薬	(D 液)	0.2	mL をさらに
加え,	D 液が沈殿しないように激しく混ぜて,	室温で 30 分間静置した。分光光度計	








	 カテプシン L活性の測定	 反応には 0.1	M リン酸二水素カリウム,	1	mM ジチオト
レイトール,	1	mM	EDTA 二ナトリウムおよび 0.005	w/v%ポリオキシエチレン(23)ラ
ウリルエーテルを含む 0.1	mM クエン酸緩衝液	(pH	5.6)	に基質	(Z-Phe-Arg-MCA)
を終濃度 2	µM になるように混和した。基質溶液 200	µL に対して抽出液を 20	µL 加
 16 
えて,	37	℃で 30 分間反応させた。分光蛍光光度計を用いて励起光波長 370	nm およ
び蛍光波長 440	nm の蛍光強度で測定した。活性は 37	℃で Z-Phe-Arg-MCA	を 1	µmol
を分解する酵素活性を 1	unit とした。	
	 カスパーゼ 3 活性の測定	反応には 50	mM 塩化カリウム,	250	mM 塩化マグネシウ
ム,	1	mM ジチオトレイトールおよび 75	mM スクロースを含む 20	mM	HEPES	緩衝液	
(pH7.5)に基質	(ac-Asp-Glu-Val-Asp-MCA)	を終濃度 2	µL になるように混和した。
基質溶液 200	µL に対して抽出液を 20	µL 加えて,	37	℃で 30 分反応させた。分光蛍
光光度計を用いて,	励起光波長 370	nm および蛍光波長 440	nm で測定した。活性は
37	℃で Ac-Asp-Glu-Val-Asp-MCA を 1	µmol 分解する酵素活性を 1	unit とした。	
SDS-PAGE およびウエスタンブロット	





した。沈殿に対して 3倍量の 50	mM	NaCl 水溶液を加えてホモジナイザーペッセルを





セロールおよび 5	%w/v ジチオトレイトール	を含む 2×サンプルバッファーを水溶
性タンパク質抽出液に等量に加えた。塩溶性タンパク質抽出液には 2×サンプルバ
ッファーを 1	mL 加えた。これらを	95	℃で 5	分間加熱処理をした。その後,	8	M
尿素水溶液を水溶性タンパク質抽出液に 3	µL,	塩溶性タンパク質抽出液に 30	µL そ
れぞれ加えた。電気泳動には 10	%ゲルを用いた。クマシーブリリアントブルー	R-250
を用いて染色した。ウェスタンブロッティングにはセミドライ式ブロッティング装
置に 25	mM	Tris,	192	mM グリシンおよび 20	%v/v メタノールを含む転写バッファー
に浸したろ紙,	親水処理したポリフッ化ビニリデン膜	(PVDF膜)、電気泳動後の10	%
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ゲル,	転写バッファーに浸したろ紙の順に重ね合わせた。20	V,	80	mA で 90 分ブロ
ッティングを行った。その後、PVDF 膜をブロッキングバッファー	(Thermo	
Scientific	StartingBlockTM{TBS}Blocking	Buffer)	に浸して 1 時間振盪した。そ
の後,	PVDF 膜を 20	mM	Tris-HCl および 150	mM 塩化ナトリウムを含むトリス緩衝生
理食塩水（TBS	 pH7.4）で 1000 倍希釈した一次抗体に浸して 1時間または一晩振盪
させた。一次抗体には，Heat	Shock	Protein	70	mouse	monoclonal	antibody	(Sigma	
SAB4200714)，を用いた。その後、PVDF 膜を TBS に浸して,	1 時間振盪させた。その
後,	PVDF 膜を TBS で 1000 倍希釈した標準二次抗体（Thermo	Scientific	Goat	
anti-mouse	IgG	Cross	adsorbed	secondary	Antibody,	HRP）に浸して 1時間振盪さ








	 対照区の体長はそれぞれ開始日 12.2	cm,	2 日目 13.3	cm,	4 日目 13.2	cm,	6 日
目	14.2	cm,	8 日目 14.2	cm,	10 日目 14.5	cm,	12 日目 14.4	cm,	14 日目 15.2	cm
であった。飢餓試験区の体長はそれぞれ開始日 12.8	cm,	2 日目 12.5	cm,	4 日目 12.7	
cm,	6 日目	13.0	cm,	8 日目 13.4	cm,	10 日目 13.2	cm,	12 日目	12.8	cm,	14 日目	12.8	
cm であった	(Fig.	1A)。対照区では開始日の平均体長 12.2	cm から 14 日目には平
均体長 15.2	cm と 25	%増加し,	成長していた	(ANOVA,	P<0.05)	。	
	 対照区の体重はそれぞれ開始日24.0	g,	2日目	29.0	g,	4日目27.2	g,	6日目	33.2	
g,	8 日目 32.6	g,	10 日目 34.0	g,	12 日目	37.0	g,	14 日目 42.4	g であった。飢餓
試験区の体重はそれぞれ試験開始初日	28.0	g,	2 日目	22.6	g,	4 日目	22.6	g,	6




28.0	g から 14 日目には 28	%減少し,	平均体重は 21.8±	5.5	g であった(ANOVA,	
P<0.05)。	
	 対照区の肥満度はそれぞれ開始日 1.3,	2 日目	1.2	,		4 日目	1.2	,	6 日目	1.2	,	
８日目	1.2,	10 日目 1.1	,	12 日目	1.3	,	14 日目	1.2	となった。飢餓試験区の肥
満度はそれぞれ開始日	1.3	,	2 日目	1.2	,	4 日目	1.0	,	6 日目	1.1	,	8 日目	1.0	,	
10 日目	1.0	,	12 日目	1.1	,	14 日目	1.1	となった(Fig.	2A)。対照区と飢餓試験
区との間では差違が認められた(ANOVA,	P<0.05)。飢餓試験区では開始日の平均肥満
度 1.3 から 14 日目には平均肥満度 1.1 と 13	%減少した	(ANOVA,	P<0.05)	。	
	対照区の肝重量体重比はそれぞれ開始日	1.4	,	2 日目	1.1	,	4 日目	1.3	,	6 日目	
1.2	,	8 日目	1.2	,	10 日目	1.2	,	12 日目	1.6	,	14 日目	1.2	であった。飢餓試験
区の肝重量体重比はそれぞれ開始日	1.3	,	2 日目	0.8	,	4 日目	0.7	,	6 日目	0.7	,	
8 日目	0.6,	10 日目	0.6	,	12 日目	0.6	,	14 日目	0.5	であった	(Fig.	2B)。対照
区と飢餓試験区との間では差違が認められた(ANOVA,	P<0.05)。飢餓試験区の肝重量




mg,	4 日目	45.5	mg,	6 日目	45.9	mg,	8 日目	45.0	mg,	10 日目	40.0	mg,	12 日目	43.1	
mg,	14 日目	50.7	mg であった。飢餓試験区の普通筋 1	g あたりの水溶性タンパク質
含量は開始日	47.3	mg,	2 日目	44.8	mg,	4 日目	42.2	mg,	6 日目	45.7	mg,		8 日目	
36.0	mg,	10 日目	33.9	mg,	12 日目	32.1	mg,	14 日目	34.8	mg	であった	(Fig.	3A)。
飢餓試験区の普通筋の水溶性タンパク質含量は，飢餓に伴って減少し（ANOVA,	
P<0.05），対照区との間に差違が認められた(ANOVA,	P<0.05)。	
	 対照区の普通筋 1	g あたりの塩溶性タンパク質含量は開始日 117.4	mg,	2 日目	
121.2	mg,	4 日目	122.0	mg,	6 日目	115.3	mg,	8 日目	116.4	mg,	10 日目	113.7	mg,	
12 日目	114.8	mg,	14 日目	115.1	mg であった。飢餓試験区の普通筋 1	g あたりの
塩溶性タンパク質含量は開始日	114.3	mg,	2 日目	126.1	mg,	4 日目	119.3	mg,	6






4 日目	9.9	unit/mg,	6 日目	10.4	unit/mg,	8 日目	8.3	unit/mg,	10 日目	10.1	
unit/mg,	12 日目	8.8	unit/mg,	14 日目	9.0	unit/mg であった。飢餓試験区のカテ
プシン L 活性は開始日 8.9	unit,	2 日目	11.6	unit/mg,	4 日目	10.6	unit/mg,	6




	 対照区の普通筋のカスパーゼ-3 の活性は開始日 5.2	unit/mg,	2 日 7.5	unit/mg,	4
日目	6.7	unit/mg,	6 日目	7.6	unit/mg,	8 日目	8.5	unit/mg,	10 日目	8.6	unit/mg,	
12 日目	7.2	unit/mg,	14 日目	6.3	unit/mg であった。飢餓試験区のカスパーゼ-3
の活性は開始日	6.8	unit,	2 日目	7.3	unit/mg,	4 日目	7.4	unit/mg,	6 日目	9.5	
 23 
unit/mg,	8 日目	12.4	unit/mg,	10 日目	11.2	unit/mg,	12 日目	12.4	unit/mg,	14
日目 11.1	unit/mg であり，飢餓に伴って増加した(ANOVA,	P<0.05,	Fig.	4B)。対照
区と飢餓試験区では活性に差違が認められた(ANOVA,	P<0.05)。飢餓試験区では普通
筋のカスパーゼ-3 活性は開始日の 6.8	unit/mg と 14 日目の 11.1	unit/mg と比較し
て 39	%増大した(ANOVA,	P<0.05)。	
HSC70 の発現	




では,	飢餓試験区では HSC70 発現量が高かった	(Fig.	5B)。試験開始 14 日目の普通












	 山下らはサケ	Oncorhynchus	ketaの稚魚を試料魚に 23 日間の無給餌試験を行い,
筋肉の水溶性タンパク質含量を調べたところ,	筋肉の水溶性タンパク質は試験開始
日から試験開始 23 日後には 66	%まで減少していた 56)。飢餓試験区のカンパチの普




がすでに枯渇したのち,	分解されたと考えられる 44)。ゼブラフィッシュの 24 時間
の飢餓が平均体重を 347±42	mg から 336±3	mg に減少し、48 時間の飢餓が平均体
重を 347±42	mg から 327±7	mg に減少した。	体重の減少は開始 24 時間後に始まり,	
48 時間後にピークを達した 69)。内因性 MAP1-LC3B のウエスタンブロット分析で骨格
筋および肝膵臓では、内因性 MAP1-LC3B-I が飢餓時に MAP1-LC3B-II に変換されるこ
とが示された 69)。高レベルの MAP1-LC3B-II は、36 時間の飢餓後の骨格筋で観察さ
れた 69)。	MAP1-LC3B-II は、摂食条件下で 36 時間以内に肝臓膵臓で検出され、48
時間の飢餓後に消失した 69)。したがって、MAP1-LC3B-II は飢餓によって誘発され、
MAP1-LC3B-I は主に MAP1-LC3B-II に変換されることが分かった 69)。	
	 カテプシン L は,	細胞内のタンパク質をリソソームに取り込み,	酵素的に加水分
解するシャペロン介在性オートファジーを担う 57)。飢餓試験区では開始日の 8.9	
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Fig.	5	
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Fig.	6	
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